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論文内容要旨
はじめに
 間質型コラゲナーゼ(以下MMP-1)は,マトリックスの主要な構成物であるコラーゲンを特
 異的に切断するため,組織破壊の点で重要視されている。これまでの慢性関節リウマチ(以下
 RA)におけるMMP4に関する報告から,滑膜の表層細胞にMMP-1の発現が認められること
 が判明している。さらに,RAの関節液中のMMP-1蛋白量を測定し,変形性関節症の関節液と
 比べ高値を示したとの報告がみられる。しかし,滑膜と関節液のMMP量を比較し関節内全体
 のMMPの動態について検討した報告はみられない。
 本研究の目的は,RA関節内におけるMMP-1の動態を,(1)MMP-1が骨,軟骨破壊に関わる
 作用機序,(2)MMP-1の活性化調節機構,(3)関節液中MMP-1蛋白量のマーカーとしての位置づ
 け,の3つの観点から検討することにある。
 対象および方法
 1.対象:アメリカリウマチ学会診断基準を満たすRA患者から,滑膜組織,関節液および末梢
 血を採取した。患者は41例(男4例,女37例),年齢は32～89歳(平均60歳)であった。対
 照群として変形性膝関節症(以下OA)患者(22例,平均年齢58歳)から同様に標本を採取し
 た。滑膜には免疫組織化学染色を行い,関節液からはMMP4とTIMP-1の蛋白量,および
 MMP-1の活性値を計測した。末梢血から白血球数,血沈値,CRP値,RF値を計測した。
 2.免疫組織化学染色:抗マウスMMP-1モノクローナル抗体を用いて滑膜の免疫組織化学染色
 を行った。MMP-1陽性細胞数は,1視野あたりの平均細胞数に応じて4段階に分類した。
 3.MMP-1蛋白量の測定:MMP4蛋白量は,クローンの異なる2種類の抗体を用いたサンド
 イッチELISA法により測定した。
 4.TIMP-1蛋白量測定:関節液中のTIMP4蛋白量は,購入したEIAキットを用いて測定した。
 5.滑膜炎症度:滑膜のHE染色標本を観察し,滑膜表層部の厚さ,リンパ濾胞形成,濾胞間組
 織像について点数化し,それらの合計点に応じて炎症度を4段階に分類した。
 6.MMP-1活性値:関節液中のMMP-1活性値は,トリプシンを加え活性化処理した後に測定
 した。
結果
 1.RA群ではOA群に比し,関節液中のMMP-1蛋白量,活性値ともに有意に上昇していた
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 (P-0.01)。
 2.関節液MMP-1蛋白量と,末梢血中の白血球数,血沈値,CRP値,RF値との相関係数は,
 順にr黒0.215(p=0.38),r累0.153(p=0.52),r=0.191(p=0.48),r=0.238(p=0.39)であっ
 た。MMP4蛋白量はいずれの臨床検査値とも有意の相関が認められなかった。
 3.組織像にみた滑膜炎症度と関節液中MMP4蛋白量の間には有意の相関関係が認められた
 (FO.698,P-0.Oi)。
 4.MMP-1は滑膜の表層細胞に発現が認められた。それに対してパンヌス部の炎症性肉芽組織
 には発現しなかった。
 5.陽性滑膜細胞数が増加すると,関節液中のMMP4蛋白量も増加する傾向がみられた(r=
 0.63,P-0.042)。
 6.関節液中のMMP-1活性値とTIMP4蛋白量の間には負の相関関係はみられなかった(F
 O.235,P-0.281)。
 7.関節液中のMMP-1蛋白量とTIMP4蛋白量との比を算出し,MMP-1活性値と比較すると,
 高度に相関関係が認められた(r=0.73,p=0.001)。
まとめ
 1.MMP-1は,滑膜表層細胞から関節液中に分泌され,軟骨破壊に至る酵素であることが判明
 した。その作用機序から,MMP-1は軟骨の限局した部位ではなく広範囲の軟骨破壊に関与して
 いると考えられる。
 2.RAにおけるMMP-1の活性上昇は,TIMP蛋白量の減少に基づくものではなく,MMP-1
 蛋白量の上昇度がTIMPのそれを上回るためであった。
 3.組織像にみた滑膜炎症度と関節液中のMMP-1蛋白量は相関した。これはリンパ球由来の破
 壊型サイトカインによるものと考えられた。
 4.末梢血中の各種臨床検査値と関節液MMP4蛋白量の間に有意な相関を認めなかった。従っ
 て,比較的容易に計測できる関節液のMMP-1蛋白量は,軟骨破壊のマーカーとして重要と思わ
 れた。
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 審査結果の要旨
 慢性関節リウマチにおける骨・軟骨破壊に種々の蛋白分解酵素が関与し,至適pHが中性域の
 ものにマトリックスメタロプ・テアーゼがある。そのうちの一つ,間質型コラゲナーゼ,MMP-
 1が,マトリックスの主要な構成物であるコラーゲンを特異的に切断するため,重要視されてい
 る。MMP-1は慢性関節リウマチの滑膜の表層細胞にその発現が認められている。しかし,
 MMP-1がどのように骨・軟骨破壊に作用するか,さらにtissueinhibitorofmetalloproteinase
 (TIMP)とどのような関係にあるかは分かっていない。本研究はそれらの点を解明するととも
 に,関節内MMP-1量の骨・軟骨破壊のマーカーとしての重要性を検討したものである。
 対象は人工膝関節置換術を受けた慢性関節リウマチの41例から採取した滑膜組織,関節液,
 末梢血であり,変形性膝関節症22例から採取した滑膜組織,関節液・末梢血を対照とした。方
 法は抗MMP-1抗体を作製した上での免疫組織化学染色,サンドイッチELISA法によるMMP-
 1量の測定,TIMP-1量の測定,HE染色標本による滑膜炎症度判定,MMP-1活性値測定であっ
 た。
 その結果,次のことが明らかになった。慢性関節リウマチにおいてMMP-1はパンヌスの炎症
 性肉芽を介しての作用でなく,滑膜表層細胞で産生され関節液中に分泌される。その濃度は変形
 性膝関節症の場合とくらべ有意に高値で,骨・軟骨作用してそれらを破壊する。MMP4の活性
 の上昇はTIMP量の減少に基づくものでなく,その上昇の度合いがTIMPのそれを上回ること
 による。関節液中のMMP-1量は滑膜の炎症度に相関する。末梢血の各種臨床検査値と異なった
 現象を捉えるマーカーと考えられる。
 本研究は上述のごとく,慢性関節リウマチにおけるMMP-1の産生から関節内分泌,骨・軟骨
 破壊への過程と,TIMPによる機能抑制との関係を解明し,さらに関節内MMP-1量の臨床的重
 要性を指摘したものであり,学位に十分値する。
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